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【背景と目的】 
tRNA はタンパク質合成過程において、
mRNA 上の遺伝情報を解読し、対応するア
ミノ酸を導入するアダプター分子である。
tRNA は前駆体としてゲノムから転写された
後、様々なプロセシングによって成熟し、そ
の過程で多彩な化学修飾を受けること
(tRNA修飾)が知られている。これまで tRNA
修飾は様々な生物種から 90 種以上の化学
構造が同定されているが、近年になっても新
規な修飾構造が同定されており、RNA修飾のケミカルスペースは更に増加すると考えられている。tRNA修飾は、
tRNA の構造的な安定化に加え、アミノアシル化やコドン認識に必要であり、タンパク質合成における様々な過
程で重要な役割を演じている。特にアンチコドン 1 字目は通称 wobble 位と呼ばれ、多種多様な修飾構造
（wobble 修飾）が見出されている。Wobble 修飾は精確で効率的なコドンの認識や、読み枠の維持など、翻訳に
おいて不可欠な機能を担っている。バクテリア tRNA の wobble 位におけるウリジン修飾は、遺伝暗号の解読能
を制御する役割が知られている。ウリジン修飾は、ウラシル環 5位に炭素原子を介して側鎖が結合した xm5U系
と、酸素原子を介して修飾側鎖が結合している xo5U 系に大別することができる。xm5U 系はコドン 3 字目にプリ
ン塩基を持つ 2 コドンセット（NNR）に対応する tRNA に用いられ、NNY コドンの誤翻訳を防ぎ、コドン認識を
NNRコドンに限定する役割を担っている。xo5U系はファミリーコドンボックスに対応する tRNAに用いられており、
コドン 3字目にどの塩基が来ても解読できるよう、暗号解読能を拡張する役割を担っている (Fig. 1)。 
先行研究から、大腸菌においては Ala、Leu、Pro、Ser、Thr、Valの 6つのファミリーコドンボックスに対応する
tRNA が、5-カルボキシメトキシウリジン(cmo5U)とそのメチルエステル誘導体である 5-メトキシカルボニルメトキシ
ウリジン(mcmo5U)を用いる事が知られている。これらの修飾によってコドン 3字目のGやUとの塩基対合が安定
化されている事が生化学的に示されている(Takai et al. 1996)。また、アイソアクセプターtRNAを欠損した株の解
析から、一部の tRNA についてはこの修飾の寄与によって 3 字目に C を持つコドンの認識も可能となっている
事が示されていた(Nasvall et al. 2007)。 
cmo5Uおよび mcmo5Uの生合成機構については、Fig. 2に示すような多段階の反応機構である事が明らか
になっている。これまで、5-ヒドロキシウリジン(ho5U)から cmo5Uへの変換を担う遺伝子 cmoAと cmoBが同定され
ており(Nasvall et al. 2004)、これら二つの酵素による cmo5U形成反応がすでに明らかにされている(Kim et al. 
2013)。しかし、ho5U を形成するウリジンのヒドロキシル化については、その反応にコリスミ酸が寄与している事、
酸素を必要としない事(Hagervall et al. 1990)が知られていたが、酵素や基質については明らかにされていなか
った。更に、mcmo5U生合成の最後のメチル化のステップについては、AdoMetを基質としている事は明らかにさ
れていた(Pope et al. 1978)が、遺伝
子は未同定であった。私は本研究
で、大腸菌 tRNA の cmo5U と
mcmo5U に着目し、xo5U 系修飾の
生合成機構の全容解明とこれら
wobble修飾の生理的意義を明らか
にする事を目的とした。特に、最初
Figure 1 wobble修飾によるコドン対合の制限と拡張。xm5U系の例としてmnm5s2U、
xo5U系の例として mcmo5Uを提示した。 
Figure 2 大腸菌におけるxo5U系の生合成経路。本研究によって trhA、trhOによるヒドロキシル
化のステップ、cmoMによるメチル化のステップが明らかとなった。 
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のヒドロキシル化反応と、mcmo5U生合成のメチル化反応について研究を行った。 
【方法と結果】 
A. tRNA ヒドロキシル化機構の解析 
当研究室の先行研究によって xo5U修飾における最初のヒドロキシル化に関わる遺伝子 trhAが発見された。
そこで trhA の遺伝学的および生化学的解析を進める事でヒドロキシル化に関わる基質の特定や生合成機構に
ついて探究した。 
 
大腸菌において trhAは cmo5U生合成のヒドロキシル化に関わっている 
大腸菌において、tRNAAla1、tRNASer1, tRNAPro3, tRNAThr4, tRNALeu3、tRNAVal1の 6 種類に cmo5U または
mcmo5U が存在することが知られていたが、これらの修飾がそれぞれの tRNA ごとにどのような比率で用いられ
ているかはわかっていなかった。そこでまず私は、大腸菌野生株から、往復循環クロマトグラフィー法を用いて、
これら 6 種類の tRNA を単離精製し、LC/MS 解析により wobble 修飾を詳細に解析した。その結果、tRNAAla1、
tRNASer1, tRNAPro3, tRNAThr4には主に mcmo5Uが使われていること、tRNALeu3、tRNAVal1には主に cmo5Uが使
われていることが判明した。次に、trhA欠損株より、これら 6種類の tRNAを単離し、wobble位を解析したところ、
予想通り、多くの tRNA で未修飾ウリジン(U34)が観測されたが、その一方で、tRNA の種類によって 0～30%の
cmo5Uおよびmcmo5Uが観察された。特に tRNALeu3と tRNAPro3ではほとんどの修飾が失われていた。この結果
から、trhAは cmo5U/mcmo5U生合成の最初のステップであるウリジンのヒドロキシル化に寄与している一方で、ヒ
ドロキシル化の経路には trhA以外の因子も関わっていることが示唆された。 
 
比較ゲノム解析によって trhA と独立に tRNAのヒドロキシル化を行う trhOが見つかった 
前述の結果から、trhAとは独立したヒドロキシル化経路の存在が示唆されたため、比較ゲノム解析を用いてこ
の経路に関わる二つ目の遺伝子の探索を行った。cmoB など xo5U 系の wobble 修飾に必要な遺伝子を持つ生
物種はその中間体となる ho5Uの合成遺伝子を持つと考えられるため、これらの生物種の中で、trhAを持たない
生物種を探索した。それらの生物種が、共有する遺伝子群から、酸化還元に関与するドメインを持つ遺伝子
trhOを見つけた。次に実際に trhOがヒドロキシル化に関わるかどうかを検証するために、大腸菌において、trhA
と trhO の二重欠損株を構築し、tRNA を取得後に、LC/MS で解析したところ、この二重欠損株ではウリジンのヒ
ドロキシル化が完全に失われる事が明らかとなった。 
以上の結果から、xo5U系の修飾生合成において、trhA と trhOは redundantにヒドロキシル化を担っているこ
とが判明した。なお、trhO 単独欠損株で減少する xo5U 修飾は限定的であるため、ヒドロキシル化反応において、
trhAがメジャーな役割を担い trhOが関与する経路はバックアップ的に関わっていると考えられた。 
 
trhAはプレフェン酸を基質としてヒドロキシル化を行う 
先行研究から xo5Uはコリスミ酸あるいはその下流の代謝物を基質とし、嫌気的な培養条件においても修飾さ
れる事が報告されていた。ヒドロキシル化に関わる基質を同定するために、まずコリスミ酸下流の全 5 つの代謝
経路をそれぞれ欠損した株を構築し、基質の絞り込みを行った。その結果、チロシンやフェニルアラニンへ向か
う経路を遮断した tyrA/pheA/trhO三重欠損株において trhA依存的なヒドロキシル化活性が失われ、cmo5Uが完
全に消失した。この知見から、trhA の基質の候補は、プレフェン酸、フェニルピルビン酸、4-ヒドロキシプレフェン
酸の三つの代謝物にまで絞り込まれた。プレフェン酸は、フェニルピルビン酸や 4-ヒドロキシプレフェン酸の共通
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の前駆体であり、大腸菌においては、PheAと TyrAそれぞれが持つコリスミ
酸ムターゼ活性(CM)によってコリスミ酸から合成されるが、すぐに PheA の
プレフェン酸デヒドラターゼ活性(PDT)によってフェニルピルビン酸に、また
は TyrAのプレフェン酸デヒドロゲナーゼ活性(PDH)によって 4-ヒドロフェニ
ルピルビン酸にそれぞれ代謝される(Fig. 3)。また、プレフェン酸は CmoA
によって ho5U のカルボキシメチル化に用いられ、フェニルピルビン酸に変
換される。そこで、PheAのPDTドメインに点変異を導入し、CM活性のみを
有する PheA 変異体を構築し、pheA/tyrA/cmoA/trhO 四重欠損株に、この
pheA 変異体を相補することでプレフェン酸を蓄積する株を構築した。その
結果、四重欠損株において欠失していたho5Uがこのベクターの相補により復活した。さらに、この四重欠損株を
プレフェン酸添加培地で培養したところ、ho5U が部分的に相補された。したがって、trhA はプレフェン酸を基質
としてヒドロキシル化反応を担っている事が明らかとなった。 
 
TrhOは酸素分子を直接の基質として ho5U を合成するヒドロキシル化酵素である 
TrhOが実際に ho5Uの合成を担う酵素であるかを調べるために、TrhOの組換えタンパク質を取得し、転写合
成した tRNAとの結合能をゲルシフトアッセイによって確かめた。TrhO は tRNAAla1とは結合する一方、tRNALeu3
とは複合体を形成しなかった。これは、TrhOが特定の tRNAのみを認識することを示し、tRNALeu3のヒドロキシル
化は主に trhAによって行われているという結果と一致する。 
次に、組換え TrhO を用い、転写合成した tRNASer1を基質として、試験管内での修飾再構成を試みた。その
結果、効率は高くないものの、実際に tRNAに ho5Uが形成された。したがって、TrhOがヒドロキシル化酵素であ
ることが判明した。 
先行研究で報告のあるように cmo5U/mcmo5U 修飾は嫌気培養においても導入されることが知られている。し
かし、trhA 欠損株を嫌気培養すると、trhO 依存的なヒドロキシル化が顕著に阻害されたため、trhO は酸素分子
をヒドロキシル化の直接の基質としていると予想した。そこで、18Oで安定同位体標識した酸素（18O2）を含む混合
ガス環境下で trhA/cmoB二重欠損株を培養し、trhOによって合成された ho5Uを蓄積させた。取得した tRNAを
ヌクレオシドに分解し、LC/MSで解析した結果、この ho5Uは 5位に 18Oで標識された酸素原子が取り込まれて
いることが判明した。この結果から、TrhO は酸素分子をヒドロキシル基の基質として、修飾を行っている事が明ら
かとなった。 
B. cmo5U メチル化機構の解析 
当研究室の先行研究において、mcmo5U のメチル化に関与する遺伝子 cmoM が見つかった。そこでこの遺
伝子の詳細な解析を行った。 
 
cmoMは cmo5Uから mcmo5Uへの変換に必要な遺伝子である 
cmoM 欠損株から tRNA を取得し、wobble 位の修飾を LC/MS で解析したところ、全ての tRNA において
mcmo5U が失われ、cmo5U のみになっている事が明らかとなった。また、cmoM 欠損株にベクターを用いて
cmoM遺伝子を相補したところ、mcmo5Uの生合成が相補された。以上の結果から、cmoMがmcmo5U合成の最
後のメチル化を担う遺伝子であると結論付けた。 
 
Figure 3 プレフェン酸蓄積株構築のため
の pheA変異体 pheAm の設計。 
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CmoMは AdoMet を基質に cmo5U をメチル化する 
CmoM の組換えタンパク質を取得し、cmoM 欠損株から単離した cmo5U を有する tRNA を基質に、AdoMet
存在下で、in vitro メチル化実験を行った。その結果、CmoM が AdoMet 依存的に cmo5U をメチル化し、
mcmo5U形成を触媒している事が確かめられ、cmo5U メチル化酵素であることが判明した。 
 
大腸菌 tRNAPro3で見られる生育相依存的な mcmo5U修飾の変動 
大腸菌を培養し、経時的に菌体を回収することで、異なる growth phaseにおける wobble修飾の変化を観測
した。その結果、初期の対数増殖期において、wobble位にmcmo5Uを持つ 4種類の tRNAのうち tRNAPro3は、
低い修飾率（約 30%）を示し、growth phase が進行するにしたがって修飾率が上昇し、後期対数増殖期から定
常期にかけて、修飾率がほぼ 100%に達することが明らかとなった。他の三種の tRNA は初期の対数増殖期に
おいて、すでに mcmo5U 修飾がほぼ 100%導入されており、growth phase による修飾率の変化は観測されなか
った。この結果は、growth phase の進行に伴い、tRNAPro3の wobble 修飾を cmo5U から mcmo5U へ変化させる
ことで、Pro コドン特異的に翻訳調節をする機構の存在を示唆している。 
 
C. xo5U 修飾の機能解析 
本研究により、Uから ho5Uへのヒドロキシル化と、cmo5Uから mcmo5Uへのメチル化のそれぞれの経路を担
う遺伝子が同定されたため、これらの修飾を失った株、特に完全に未修飾の U になっている株の形質を調べる
ことが初めて可能となった。これら修飾欠損株の形質を調べる事で xo5U 修飾の生理的意義に迫る試みを行っ
た。 
 
アイソアクセプターの欠損と掛け合わせることによって trhA/trhO二重欠損株が高温感受性を示す 
一連の遺伝子欠損株を培養したところ、cmo5U 修飾を完全に欠損した trhA/trhO 二重欠損株で若干の生育
低下が観測されたものの、修飾欠損による顕著な形質は見られなかった。これは xo5U修飾を用いる tRNAが担
当するコドンボックスにおいて、redundant にコドンを解読する他の tRNA(アイソアクセプター)の存在によって、
修飾欠損の影響が消されているためと考えた。そこで、Ser と Pro、Thr のコドンボックスにおいて cmo5U を持つ
tRNA と独立してコドンを解読するアイソアクセプターを遺伝的に欠損させ、cmo5U 修飾の各遺伝子欠損と掛け
合わせた。その結果、UCGコドンを読むアイソアクセプター遺伝子 serUの欠損と、trhA/trhOの二重欠損を掛け
合わせた株が顕著な高温感受性を示すことが判明した。興味深い事に、tRNASer1のwobble位が 70～80%未修
飾の U となる trhA 単独欠損株に serU 欠損を導入した二重欠損株においては高温感受性が見られなかった。
この事は、20～30%の xo5Uが存在すれば高温感受性を示さない事を意味している。 
同様に、ACGコドンを読むアイソアクセプター遺伝子 thrWの欠損を修飾遺伝子欠損と掛け合わせたところ、
修飾を持たない thrW/trhA/trhO三重欠損株のみ、最小培地において高温感受性を示した。 
 
UCG コドンの効率的な解読に ho5Uが必要 
次に、xo5U 修飾のコドン認識への寄与を調べるために、レポーターアッセイを行った。大腸菌 RF-2 のリコー
ディングサイトを用い、テストコドンの翻訳活性によって、+1 フレームシフトの効率が変化することで、wobble 修
飾の有無による暗号解読能の活性を間接的に調べる系を用いた。その結果、ho5U が蓄積する cmoB 欠損株に
おいて、GCG の認識効率が有意に低下している事が示された。これは先行研究の結果と一致しており、実験系
が成立していることを意味する。加えて、mcmo5U を失い、wobble 修飾が cmo5U のみになる cmoM 欠損株も、
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cmoB 欠損株ほど顕著ではないものの GCG の認識効率に有意に低下している事が明らかとなった。これは、
mcmo5U のメチル化がコドン認識に寄与していることを示す初めての成果である。trhA/trhO 二重欠損株は概ね
cmoB 欠損株と同様の傾向が見られ、GCG や UCG のコドン認識効率が有意に野生株より低下した。特に serU
を欠損した際に、ho5U修飾を持つ cmoB欠損株と比べても完全に未修飾になる trhA/trhO欠損株の方が有意に
UCG コドンの認識効率が低下している事が明らかとなった。この結果は、ho5U 修飾の活性を初めてとらえた成
果である。 
【総括と考察】 
本研究によって、xo5U 修飾生合成の第一段階であるヒドロキシル化に関与する二つの遺伝子(trhA と trhO)
が見つかったことで、ヒドロキシル化修飾の機能を初めて解析することが可能になった。それぞれ Ser 及び Thr
のアイソアクセプターである serU 及び thrW と修飾遺伝子との間に遺伝的相互作用が観測され、更にレポータ
ーアッセイにより、ヒドロキシル化修飾が欠損すると、UCG コドンの解読能が著しく低下するという結果を得た。こ
の結果は、xo5U系 wobble修飾のウラシル 5位の水酸基が暗号解読能に直接かかわることを示した初めての知
見であり、tRNA 修飾による遺伝暗号解読メカニズムの理解に大きく貢献した成果であると考えている。リボソー
ム小サブユニットの Aサイトにおけるコドン対合の結晶構造解析の結果(Weixlbaumer et al. 2007)、cmo5U34の
ウラシル 5 位の水酸基は U33 の 2’水酸基と水素結合していることが明らかとなっている。この相互作用により、
アンチコドンの構造が安定化し、非ワトソンクリック型の塩基対合も可能になると考えられており、今回の結果と一
致する。現在、xo5U 系 wobble 修飾には、mo5U、cmo5U、mcmo5U、mcmo5Um が知られているが、いずれの場
合も、ウラシル 5位の水酸基の機能が基盤になり、それぞれの側鎖に応じた機能を獲得したと考えられる。 
ヒドロキシル化反応には、trhAと trhOが関与する二つの異なる経路が冗長に関与していることが明らかとなっ
た。このような堅牢な修飾機構を獲得した背景には、バクテリアが環境中を生き延びるために xo5U系 wobble修
飾の維持が不可欠であることを示唆している。様々なバクテリアにおいて、trhA と trhOのホモログを探索すると、
そのうちの一方しか持たないバクテリアも多く、大腸菌においては trhO の活性が低いことから、異なる生物種が
それぞれ trhA、trhO によるヒドロキシル化機構を独立に獲得し、水平伝播によって二重に持つ生物種が生まれ
た可能性が考えられる。trhA によるヒドロキシル化は芳香族アミノ酸や二次代謝物を合成するシキミ酸経路の下
流に生じるプレフェン酸を必要とすることが判明した。この結果から、xo5U系wobble修飾がシキミ酸経路の一部
をモニターしていると考える事もできる。一方の TrhO は酸素分子を基質とし、嫌気環境においては活性を持た
ないため、この経路は気相の酸素濃度をモニターして修飾率を変化させる生理的機能と関係する可能性を示
唆している。バクテリアは進化の過程で、cmo5U や mcmo5U の修飾率を変化させることにより、個々の tRNA の
暗号解読能を調節し、芳香族アミノ酸の生合成や嫌気環境に適応する機構を獲得している可能性がある。 
ヒドロキシル化反応は、生命の活動において様々な代謝に関わっている。ALKBHや TET、JmjCに代表され
る 2-オキソグルタル酸/Fe2+ 依存的なオキシゲナーゼのファミリーが、生体高分子のヒドロキシル化に関わ
っていることが知られてきたが、今回見つかった二つの遺伝子は既知のヒドロキシル化酵素に属さず、それぞれ
新規の反応機構によって tRNA をヒドロキシル化していると考えられる。特に trhA によるヒドロキシル化において、
プレフェン酸がどのように用いているのか不明であり、全く新しい反応機構の存在が示唆される。trhA、trhOそれ
ぞれのヒドロキシル化経路における分子機構について、更なる研究が必要である。 
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